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A espécie Annona crassiflora cujo o fruto é conhecido popularmente como Araticum, é um 
membro da família Annonaceae que é encontrada no Cerrado Brasileiro. Na casca do araticum 
é possível encontrar diversos compostos fenólicos, em especial as proantocianidinas que são 
moléculas conhecidas por trazerem benefícios a saúde humana. No presente estudo foi 
fracionado o extrato de acetato de etila da casca do araticum para se chegar em uma fração 
enriquecida com proantocianidinas. A fração obtida foi então submetida a diversos ensaios para 
se detectar as capacidades antioxidante, antiglicante e a capacidade de inibir hidrolases 
glicosídicas. Os resultados obtidos mostraram que a fração apresentou uma alta capacidade 
antioxidante, também foi capaz de inibir as enzimas α-amilase e α-glicosidase e apresentou 
capacidade de inibir o processo de glicação. A analise HPLC-ESI-MS / MS identificou as 
proantocianidinas, mostrando que seu isolamento no extrato de acetato de etila da casca do 
araticum foi um sucesso. Os resultados desse estudo comprovam que na casca do araticum se 
encontram compostos que trazem grandes benefícios a saúde humana e que podem ser 
utilizados na forma de alimentos, suplementos ou na forma de produtos farmacêuticos, sendo 
uma alternativa natural ao tratamento de diversas doenças e patologias.  
ABSTRACT: 
The species Annona crassiflora whose fruit is popularly known as Araticum, is a member of 
the Annonaceae family that is found in the Brazilian Cerrado. In the araticum peel is possible 
to find several phenolic compounds, in particular the proanthocyanidins that are molecules 
known to bring benefits to human health. In the present study the ethyl acetate extract from the 
araticum peel was fractionated to reach a fraction enriched with proanthocyanidins. The fraction 
obtained was then subjected to several tests to detect antioxidant, anti glycation and the ability 
to inhibit glycosidic hydrolases. The results showed that the fraction presented a high 
antioxidant capacity, it was also able to inhibit the α-amylase and α-glycosidase enzymes and 
presented an ability to inhibit the glycation process. The HPLC-ESI-MS / MS analysis 
identified the proanthocyanidins, showing that their isolation in the ethyl acetate extract of the 
araticum peel was a success. The results of this study confirm that in the araticum peel are 
compounds that bring great benefits to human health and can be used in the form of food, 
supplements or in the form of pharmaceuticals, being a natural alternative to the treatment of 
various diseases and pathologies. 
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1.1 PLANTAS MEDICINAIS: 
Plantas medicinais são utilizadas desde o início da história da humanidade para o 
tratamento de doenças e patologias. As propriedades terapêuticas dessas plantas derivam da 
capacidade de sintetizar compostos químicos que tem algum efeito no corpo humano. Estudos 
mostram que a maioria dos temperos e ervas utilizados na comida pelos seres humanos contem 
compostos medicinais uteis (49,84). A substância presente nas plantas medicinais responsáveis 
pelos efeitos terapêuticos é chamada de princípio ativo. O isolamento dos princípios ativos e o 
estudo dos mecanismos pelos quais eles atuam são as principais propriedades da farmacologia. 
1.2 ARATICUM: 
O araticum (Annona crassiflora), é uma fruta típica do cerrado brasileiro 
pertencente à família Annonaceae, também é conhecida pelos nomes de marolo ou pinha-do-
cerrado, sua polpa doce de sabor característico é bastante apreciada pela população local, 
podendo ser consumida in natura ou na forma de doces, geleias, sucos iogurte ou sorvete (6). 
Essa planta apresenta uma boa produção de polpa assim como em outras frutas da família 
Annonaceae e suas sementes se separam facilmente (87). Trata-se de um fruto grande que é 
apreciado por seu aroma característico marcante. 
Esse fruto do cerrado apresenta um grande valor comercial, socioeconômico e 
medicinal, sendo utilizado também como uma fonte de renda alternativa para agricultores 
familiares, apresenta utilidade para o tratamento de algumas doenças, além de apresentar em 
suas folhas arginina (C6H14N4O2), histidina (C6H9N3O2) e lisina (C6H14N2O2), que são 
aminoácidos importantes para a manutenção do mecanismo fisiológico humano (14). Suas 
sementes apresentam substâncias biologicamente ativas como potencial na germinação e o 
potencial alelopático de esteroides usados no combate a plantas daninhas (74). A polpa do 
araticum é rica em carotenoides, polifenóis, tocoferóis, flavonoides e algumas vitaminas 
minerais (72). Várias espécies do gênero Annona apresentam policetídeos com atividades 
citotóxica, antitumoral, pesticida, antimicrobiana e antiparasitária (55). A casca do araticum é 
descartada em grande quantidade na produção de sucos e alimentos, sendo um subproduto do 
fruto que é muito pouco utilizado devido ao sabor adstringente que deriva do alto teor de 
compostos fenólicos (72).   
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A. crassiflora vem sendo ameaçada de extinção constantemente, devido ao avanço 
das pastagens e lavouras e ao desmatamento (10,51). Pouco se conhece sobre as técnicas de 
cultivo e de produção de mudas dessa espécie, devido ao fato de ainda serem plantadas em 
estado selvagem, ou devido sua grande variabilidade genética. Ainda se faltam informações 
sobre sua biologia, utilização agronômica e florestal (5). A caracterização fitoquímica da A. 
crassiflora é de grande importância uma vez que existem poucos estudos científicos que falam 
a respeito das características bioquímicas dos frutos do Cerrado e seus subprodutos (79). O 
maior entendimento das propriedades biológicas dos frutos do cerrado pode favorecer com a 
segurança no consumo dos seus produtos naturais assim como contribuir para a sustentabilidade 
do bioma Cerrado. Além disso, esse maior entendimento pode contribuir para o 
desenvolvimento de novos produtos e o isolamento de substâncias para o melhor tratamento de 
algumas doenças (42). 
1.3 COMPOSTOS SECUNDÁRIOS: 
Os compostos secundários das plantas são produtos de seu metabolismo.  
Normalmente os compostos secundários de plantas são classificados de acordo com sua rota 
biossintética (36). São três as principais famílias de moléculas que são consideradas: os 
compostos alcaloides, os terpênicos e os fenólicos, sendo os compostos fenólicos o grupo de 
interesse para o presente trabalho, uma vez que as proantocianidinas fazem parte deste grupo. 
São chamados de compostos secundários, uma vez que não estão diretamente 
envolvidos nos processos mais fundamentais da planta como o crescimento, o desenvolvimento 
e a reprodução (27). Esses metabolitos secundários têm importante função na adaptação das 
plantas ao ambiente em que estão. Esses produtos contribuem para que os organismos tenham 
uma boa interação com os diferentes ecossistemas (3,37). Os compostos secundários aumentam 
a chance de sobrevivência de uma espécie, já que são os responsáveis pelas atividades 
biológicas relacionadas a sobrevivência (53). 
1.4 PROANTOCIANIDINAS: 
As proantocianidinas, ou taninos condensados, são compostos fenólicos muito 
abundantes na natureza, sendo encontrados em diversos alimentos de origem vegetal (75). São 
responsáveis pela adstringência de vários alimentos, devido à sua capacidade de formar 
complexos com as proteínas existentes na saliva (75).  
As proantocianidinas são oligómeros ou polímeros de flavan-3-óis, podendo existir 
ligações C4→C8 ou C4→C6 entre os monómeros. São as chamadas estruturas de tipo B. Poderá 
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existir uma ligação éter adicional entre C2→O7, originando as proantocianidinas tipo A. As 
unidades monoméricas que as compõem são designadas catequinas e (epi)catequinas (98) 
(Figura 1). 
As proantocianidinas que contêm exclusivamente unidades (epi)catequina são 
chamadas procianidinas e constituem o grupo mais abundante de proantocianidinas no mundo 
vegetal. Existem outros dois tipos de proantocianidinas, as que contêm subunidades 
(epi)afzelequinas e (epi)galocatequinas e que se denominam propelargonidinas e 
prodelfinidinas, respectivamente. As unidades componentes das proantocianidinas podem 
ainda sofrer substituição química por grupos acilo ou glicósidos, sendo as posições C3 e C5 as 
mais frequentemente substituídas (25). 
 
 
Figura 1. Estruturas químicas das proantocianidinas. 
Essas moléculas são consideradas benéficas para a saúde humana, exercendo um 
papel na prevenção ou tratamento de muitas doenças e condições patológicas (18). Foi 
observado nas proantocianidinas atividades que melhoram complicações do diabetes como 
neuropatia, retinopatia e nefropatia, incluindo uma diminuição da glicose sérica e dos produtos 
finais de glicação avançada (AGEs) (18). Também foi evidenciado propriedades antioxidantes 
nas proantocianidinas (18). 
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1.5 CAPACIDADES DOS COMPOSTOS FENÓLICOS: 
Entre as três classes de compostos secundários das plantas, os compostos fenólicos 
apresentam diversas propriedades biológicas benéficas à saúde humana (32,47). Esses 
benefícios estão sendo atribuídos aos compostos fenólicos graças a estudos epidemiológicos, 
clínicos e in vitro que mostram vários efeitos biológicos relacionados a ingestão desses 
compostos, como: atividades antioxidantes, anti-inflamatória, antimicrobiana e 
anticarcinogênica (12,17,20,34).  
Além da capacidade antioxidante, os compostos fenólicos também possuem outras 
atividades biológicas importantes, como a capacidade de inibir as atividades de hidrolases de 
glicosídeos, bem como o processo de glicação e formação dos AGEs (2,92).  
Outros estudos mostraram o potencial de algumas espécies da família Annonaceae 
em inibir as atividades da α -amilase e α -glicosidase (1,2). A inibição dessas hidrolases 
glicosídicas tem sido associada a compostos fenólicos (21,96).  
O particionamento líquido-líquido de um extrato vegetal bruto é uma estratégia 
utilizada para concentrar esses compostos bioativos em frações orgânicas específicas e 
aumentar suas atividades biológicas (13). Foi observado em um outro trabalho que o extrato de 
acetato de etila (EtOAc), obtido pelo particionamento líquido-líquido apresentava o maior teor 
de compostos fenólicos e de proantocianidinas (42).  
1.6 CAPACIDADES ANTIOXIDANTES: 
Compostos antioxidantes são capazes de retardarem ou inibirem a oxidação de 
lipídios ou outras moléculas, o que acaba por evitar o início ou a propagação das reações em 
cadeia de oxidação. Os compostos fenólicos têm essa atividade antioxidante devido as suas 
propriedades de óxido-redução, que desempenham um importante papel na absorção e 
neutralização de radicais livres, quelando o oxigênio triplete e singlete ou decompondo os 
peróxidos (11,24,66,80,97).  
O estresse oxidativo que é causado devido ao desbalanço entre os sistemas 
antioxidantes e a produção de radicais livres está relacionado com o surgimento de diversas 
doenças, em especial os vários tipos de câncer, doenças cardiovasculares e desordens 
inflamatórias. Essas patologias se desenvolvem a partir de mecanismos que envolvem 
alterações oxidativas de moléculas críticas, incluindo proteínas, carboidratos, ácidos nucleicos 




Apesar do corpo humano ter mecanismos endógenos de defesa contra o estresse 
oxidativo, uma dieta contendo alguma fonte exógena de antioxidante também é fundamental. 
Plantas são comumente excelentes fontes de compostos antioxidantes, e seu consumo direto ou 
incorporado em algum outro alimento processado é uma excelente alternativa a antioxidantes 
sintéticos que são menos preferidos pelo consumidor devido aos seus fortes efeitos colaterais e 
alta toxicidade (41,56). 
A busca por antioxidantes naturais para produtos alimentícios, cosméticos e 
farmacêuticos vem representando um importante desafio para a pesquisa industrial nos últimos 
20 anos (15). 
1.7 GLICAÇÃO NÃO ENZIMÁTICA E CAPACIDADE DE INIBIR A GLICAÇÃO: 
A formação de proteínas glicadas ocorre devido a uma reação não enzimática entre 
açúcares redutores e agrupamentos amino de proteínas por meio de uma adição nucleofílica 
com a formação de bases de Schiff (48). São dois os estágios da glicação. O primeiro estágio 
se caracteriza pela reação do grupo amino da proteína com o grupo aldeído do açúcar fisiológico 
para iniciar a formação da base Schiff, que, com o tempo, é rearranjado, e forma os chamados 
produtos Amadori.  No segundo estágio, o estágio avançado, ocorre a transformação dos 
produtos amadori em dicarbonil intermediários reativos, como C3H4O2 (metilglioxal). Depois 
de ocorrer essa transformação pode ocorrer reação com resíduos de proteínas, como lisina, 
arginina e C3H7NO2S (cisteína), formando inúmeros produtos com ligações cruzadas através de 
reações complexas que envolvem desidratação, oxidação, fragmentação e condensação (38). 
Nesse processo os danos são causados em parte pelos AGEs que podem trazer diversas 
consequências para o organismo (8,52). As reações não enzimáticas de proteínas levam ao 
acúmulo dos produtos de glicação no organismo, esse acúmulo está associado com várias 
condições patológicas, como o envelhecimento e o diabetes mellitus (46).  
Prever a ocorrência da glicação é uma ótima estratégia para prevenir que os AGEs 
se formem, sendo que essas moléculas são associadas as patologias provenientes de 
complicações do diabetes devido sua capacidade de alterar irreversivelmente as propriedades 
químicas e funcionais de diversas estruturas biológicas (9). É possível de se encontrar no 
mercado diversos inibidores de glicação sintéticos, como a aminoguanidina, porém esses 
inibidores possuem aplicação limitada por terem toxicidade alta e apresentarem efeitos 
colaterais (69). Uma vez que a reação oxidativa está diretamente envolvida na formação dos 
AGEs, plantas que apresentam propriedades antiglicantes e antioxidantes tem a capacidade de 
proteger de modo mais eficiente o organismo de danos celulares (7,22,23,68,89). 
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2. OBJETIVO GERAL:  
O objetivo deste trabalho foi de fracionar o extrato de EtOAc da casca do fruto de 
A. crassiflora para buscar uma fração bioativa enriquecida em proantocianidinas que tenha 
propriedades antioxidantes e antiglicantes e capacidade de inibir as hidrolases glicosídicas.  
3. MATERIAL E MÉTODOS: 
3.1 MATERIAL VEGETAL: 
O Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), nos 
termos Deliberação 246/2009, do Conselho de Gestão do Patrimônio Genético, autorizou o 
acesso e a remessa de componente do patrimônio genético, nº 010743/2015-4. Os frutos de A 
crassiflora foram coletados nos recursos naturais do Bioma Cerrado na região norte do estado 
de Minas Gerais, em março de 2015, por um comerciante de frutos nativos do Cerrado 
localizado em Presidente Olegário, Minas Gerais, Brasil. As cascas do araticum foram 
cuidadosamente retiradas do fruto para serem transportadas, sob proteção da luz, para o 
Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlândia. As 
cascas foram armazenadas a -20º C até o momento das extrações e análises. Não foi observada 
oxidação do material vegetal. 
3.2 PREPARO DE EXTRATO ETANÓLICO: 
Foi realizado o processo de maceração à temperatura ambiente e sob proteção da 
luz para a obtenção do extrato etanólico da casca do araticum. Para o processo de maceração 
foi utilizado 5,0 L de etanol 98% como solvente (proporção de 1:5 m.v-1) e 1,0 kg de cascas de 
araticum, que foram trituradas e previamente secadas por uma estufa a 50º C durante 24 horas. 
Após o processo de maceração a solução com os extrativos foi filtrada e o solvente removido 
em um evaporador rotativo sob pressão reduzida a 40º C. Para se remover a água o extrato foi 
congelado e liofilizado. O material vegetal após ser filtrado foi submetido a esse processo de 
maceração até a exaustão da extração, e por fim o extrato foi armazenado a 20º C. 
3.3 PARTIÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO DO EXTRATO: 
Foi solubilizado aproximadamente 20g do extrato etanólico da casca do araticum 
em 200,0 ml de solução metanol:água (9:1). A partição líquido-líquido foi realizada com o 
auxílio de um funil de separação, utilizando solventes de polaridade crescente: hexano (C6H14), 
diclorometano (CH2Cl2), EtOAc, n-butanol (C4H10O) e água (H2O). Nesse processo foi 
utilizado aproximadamente 200,0ml de cada solvente para se realizar quatro extrações. Para se 
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remover totalmente os solventes das frações foi feita a rotaevaporação sob pressão reduzida a 
40º C, em seguida, para se remover a água remanescente, as frações foram congeladas e 
liofilizadas e então armazenadas a -20º C. 
3.4 FRACIONAMENTO DE PROANTOCIANIDINAS: 
O extrato EtOAc, obtido pelo particionamento líquido-líquido, foi submetido a 
coluna de exclusão de tamanho (Sephadex LH-20, 500 × 22 mm, GE Health-care Bio-Sciences 
AB, Uppsala, Suécia). 3,5 g do extrato foram dissolvidos em metanol a 35% e aplicado a uma 
coluna Sephadex LH-20 pré-equilibrada com metanol a 35% durante 4 horas. A coluna foi então 
lavada com 500 mL de metanol a 35% para eluir açúcares e a maior parte dos fenólicos. Em 
seguida, foi utilizada acetona / água (60:40, v / v; 250 mL) para eluir o resto da fração. O eluente 
foi então rotaevoporado sob vácuo a 40 ° C para remover os solventes orgânicos, e liofilizado 
à secura. Finalmente, a fração EtOAc purificada foi analisada por LC-MS e submetidas ao 
HPLC para o isolamento das proantocianidinas. 
3.5 PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA: 
 Para analisar a classe de compostos presentes nas amostras, as partições foram 
solubilizadas em metanol na concentração de 1 mg. mL-1. Foram aplicadas as soluções em 
placas de cromatografia de camada delgada (CCD) em fase estacionária de sílica gel (60G) e 
indicador de fluorescência. Os dois tipos de eluentes que foram utilizados são: 
clorofórmio:metanol:hidróxido de amônio (proporção de 9:1:0,25) e acetato de etila:ácido 
fórmico:ácido acético:água (proporção de 10:1,1:1,1:2,6) (88). A detecção de proantocianidinas 
foi feita pelo método vanilina. Foi preparada uma solução A contendo vanilina 1% em etanol 
(m/v) e uma solução B contendo ácido sulfúrico 5% em etanol (v/v). A placa CCD foi 
borrifada com a solução A seguida da B e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min. 
3.6 DETERMINÇÃO DO CONTEÚDO DE FENÓIS TOTAIS NO EXTRATO DE 
ACETATO DE ETILA: 
Foi feita a determinação do teor de fenólicos total de acordo com a metodologia de 
Morais et al. (2008), utilizando-se o reagente FolinCiocalteu, na qual envolve a redução do 
reagente de Folin (mistura dos ácidos fosfomolíbdico e fosfotunguístico) pelos compostos 
fenólicos (65). Para preparar o ensaio foi utilizado uma mistura de uma alíquota de 0,5 mL de 
solução metanólica de extrato/partição (500 µg. mL-1), 2,5 mL de solução aquosa do reagente 
Folin-Ciocalteu 10% (v.v -1) e 2,0 mL de uma solução de Na2CO3 7,5% (m.v -1). Os tubos de 
ensaio foram submetidos a um banho Maria de 5 min a 50°C. Foi feito o mesmo procedimento 
utilizando 0,5 mL de metanol para obtenção do branco.  
15 
 
O conteúdo de fenóis totais foi obtido utilizando uma curva analítica construída 
com padrões de ácido gálico. Todas as análises foram feitas em triplicata e os resultados foram 
expressos como miligramas de equivalentes de ácido gálico por grama de amostra (62). 
3.7 DETERMINAÇÃO DO CONTEÚDO DE PROANTOCIANIODINAS NO 
EXTRATO DE ACETATO DE ETILA: 
Para se determinar o conteúdo de proantocianidinas foi utilizado vanilina sulfúrica, 
de acorco com Moaris et al. (2008). A vanilina e o tanino condensado em Ácido sulfúrico 
(H2SO4) reagem em um mecanismo de substituição eletrofílica no anel aromático. Taninos 
hidrolisáveis não são possíveis de serem identificados através desta metodologia, uma vez que 
em suas estruturas de ressonância, os carbonos na posição orto em relação à carbonila 
apresentam densidade de carga positiva para os taninos hidrolisáveis, o que impede que ocorra 
uma substituição eletrofílica no anel aromático (77). Foram adicionados a um tubo de ensaio 
1,0 mL de solução metanólica de extrato/partição (100 µg. mL-1) e 2,0 mL de solução de 
vanilina 0,5% (m.v -1) em ácido sulfúrico 70% (m.v -1). Em seguida a mistura foi colocada em 
banho a 50 º C por 15min. Foi feito o mesmo procedimento utilizando 1,0 mL de metanol para 
obtenção do branco.  
Foi determinado o teor de proantocianidinas por meio de uma curva analítica 
construída com padrões de catequina. Todas as análises foram realizadas em triplicata e os 
resultados foram expressos como miligramas equivalentes de catequina por grama de amostra 
(62). 
3.8 DPPH: 
Para realizar o procedimento foi utilizado o radical livre estável 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH) como descrito no método de Yildrim, Mavi e Kara (2001) modificado. 
Foi observado na análise da capacidade antioxidante pelo sequestro do radical DPPH que a 
reação dos compostos fenólicos e o do radical pode ocorrer por meio da transferência de 
hidrogênio atômico ou por perda sequencial de próton na transferência de elétron (57). Foram 
diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) o extrato bruto e as partições orgânicas. Foi iniciado o 
ensaio com 250 µL de extrato/partição solubilizado em 750 µL de solução metanólica de DPPH 
(0,06 mmol. L-1). A mistura contendo extrato/partição foi incubada a 30º C, na ausência de luz, 
por 20 min. A redução na absorbância da mistura foi medida em espectrofotômetro a 517 nm. 
O controle foi feito substituindo o extrato/partição por metanol. O branco foi realizado 
substituindo a solução de DPPH por metanol. O ácido ascórbico foi utilizado como controle 
16 
 
positivo. O cálculo da porcentagem da capacidade antioxidante (CA), que corresponde à 
porcentagem de DPPH “sequestrado”, é determinada pela Equação 1 (94). 
𝐶𝐴 = (%) = (𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − (𝐴𝑏𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 ) ⋅ 100 
Onde: Abs controle é a absorbância inicial da solução metanólica de DPPH, Abs 
amostra é a absorbância da mistura (DPPH + amostra), Abs branco é a absorbância da amostra 
em metanol. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata com diferentes concentrações de 
cada amostra para a determinação dos valores de IC50. 
3.9 ORAC: 
A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com a eficácia de absorção do 
radical peroxil do extrato/partições (70). Para Prior (2003), a capacidade antioxidante pelo 
método de absorção do radical peroxil (ORAC) é baseada na inibição da oxidação do radical 
peroxil, para iniciar a reação o composto 2-amidino-propano dihidrocloreto sofre decomposição 
térmica, a adição de fluoresceína é necessária para controle da quantidade de antioxidante, visto 
que sua fluorescência decaí ao longo do tempo de acordo com a ausência e presença de 
antioxidante. Foram diluídos em DMSO na concentração de 20 µg. mL-1 o extrato bruto e as 
partições orgânicas. Os reagentes foram preparados em tampão fosfato a 75 mmol. L-1, pH 7.4. 
Primeiramente foram misturados 25 µL de extrato/partição a 150 µL de fluoresceína (0,085 
nmol. L-1) e incubados por 15 min à temperatura ambiente então, 30 µL da solução de 2,2’-
azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) deu início à reação. Foi utilizado um 
espectrofluorímetro para medir a intensidade de fluorescência (485 nmex/528 nmem) e a cada 
1 min e 30 s foi verificada, por um período de 90 min. Foi realizado o branco substituindo o 
extrato/partição por tampão fosfato. Para o controle positivo foi utilizado o ácido ascórbico.  
Para se medir a perda de fluorescência da fluoresceína foi utilizado o cálculo da 
área sob curva e a capacidade antioxidante foi determinada por meio de uma curva analítica 
construída com ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox). As análises 
foram todas feitas em triplicata e os resultados foram expressos como µmol equivalente de 
Trolox por grama de amostra. 
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3.10 INIBIÇÃO DA α-AMILASE: 
Para se analisar a capacidade do extrato de EtOAc da casca do araticum e suas 
partições orgânicas em inibir a atividade da α-amilase foi utilizado o método GALG2CNP 
modificado, utilizando o substrato α-(2-cloro-4-nitrofenil)- β-1,4-galactopiranosilmaltosídeo 
(GAL-G2-α-CNP) e uma fração de saliva enriquecida da enzima α-amilase (f-AS) (31,82). Foi 
coletado saliva humana pelo método de cuspe para se preparar o f-AS, a saliva foi então 
armazenada a -20º C por um período de 48 h (parecer do comitê de ética no. 407.597). Em 
seguida a saliva foi descongelada e centrifugada a 12000 xg por 10 min a 20 º C. Então foi 
fracionado o sobrenadante em uma coluna de Q-Sepharose, utilizando como fase móvel um 
tampão contendo 50 mmol. L-1 de Tris-HCI (pH 8,0), 10 mmol. L -1 de EDTA e 10 mmol. L-1 
de EGTA. O volume de exclusão da coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampão de 
bicarbonato de amônio (50 19 mmol.L-1 , pH 7,0), liofilizado e solubilizado em 50 mmol.L-1 
de tampão ácido 2-(Nmorfolino)-etanossulfônico (MES), contendo 5 mmol.L-1 de cloreto de 
cálcio, 140 mmol.L-1 de tiocianato de potássio e 300 mmol.L-1 de cloreto de sódio (pH 6,0). 
Então foram dissolvidas em DMSO as amostras de extrato/partições e incubadas com f-AS 
(proporção de 1:10) por um período de 30 min a 37 º C. Para iniciar a reação foi adicionado 
320 µL do substrato GAL-G2-α-CNP (12 mmol.L-1 ) e os valores de absorbâncias foram 
medidos a 405 nm, durante 3 min, com intervalo de 1 min, a 37º C. Para o controle foi 
substituído o extrato/partição por tampão MÊS. Para o controle positivo foi utilizada a acarbose.  
Os ensaios foram todos realizados em triplicata e o resultado apresentado como 
porcentagem de inibição α-amilase, calculado por meio da Equação 4. As Equações 2 e 3 
determinaram a atividade da enzima em U.mL-1 e %, respectivamente, e foram utilizadas no 
cálculo da inibição (Equação 3). 
𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 α − amilase ( 𝑈𝑚𝑙) = [(∆Ab𝑠𝑚𝑖𝑛 )⋅𝑉𝑓⋅𝐹𝑑]ξ⋅𝑉𝑠⋅I                                                Equação 2 𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 α − amilase (%) = 𝐴 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝐴 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 ⋅ 100                                            Equação 3 𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 𝑑𝑎 𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 (%) = 100 − (𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑎 𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒 𝑒𝑚 %) Equação 4 
Onde: ΔAbs/min = [(Abs3-Abs1)/2] é a diferença de absorbância por min (Abs = 
absorbância; 1 e 3 = min); Vf é o volume total da reação (328 µL); Vs é o volume de amostra 
(extrato/fração mais enzima α-amilase, 8 µL); Fd é o fator de diluição da saliva (82); ξ é o 
coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; l é o comprimento do percurso da luz 
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(0,97); A controle é a atividade da α-amilase e A amostra é a atividade da α-amilase na presença 
do extrato/fração. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata com diferentes concentrações de 
cada amostra para a determinação dos valores de IC50. 
3.11 INIBIÇÃO DA α-GLICOSIDASE: 
A análise para definir a capacidade de inibição da α-glicosidase do extrato de 
EtOAc da casca do araticum e suas partições orgânicas foi realizada utilizando-se o substrato 
4-nitrofeni- α-D-glicopiranosídeo (p-NPG) (78) e uma fração enriquecida da enzima α-
glicosidase (f-AG) (SigmaAldrich I-1630) (86). Foi homogeneizado em 3 mL de solução 
aquosa de cloreto de sódio (0,9% m.v-1) 200 mg de pó cetônico de intestino de rato para o 
preparo da f-AG. Foi feita a centrifugação a 12000 xg por 30min no homogeneizado para 
separar o sobrenadante(f-AG) que foi utilizado no ensaio. Após isso, as amostras de 
extrato/partições foram dissolvidas em DMSO e incubadas com a f-AG e 1,5 mmol. L-1 de 
glutationa reduzida (diluída em tampão fosfato a 50 mmol.L-1 , pH 6,8) durante 20 min a 37º 
C. Então foi iniciado o processo da reação pela adição do substrato p-NPG(4 mmol.L-1 , em 
tampão fosfato de sódio a 50 mmol.L-1 , pH 6,8), medindo-se os valores de absorbâncias a 405 
nm, durante 30 min, com intervalo de 5 min, a 37º C. Foi realizado o controle utilizando o 
tampão fosfato para substituir o extrato/partição, e para controle positivo foi utilizado a 
acarbose. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. O resultado é dado em porcentagem 
de inibição da α-glicosidase, calculado por meio da Equação 5. Inibição da α −  glicosidas = ((𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒−𝐴𝑆𝐶 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)𝐴𝑆𝐶 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 ) ⋅ 100    Equação 5 
Onde: ASC controle é a área sob a curva na ausência de extrato/partição, e ASC 
amostra é a área sob a curva na presença de extrato/partição. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata com diferentes concentrações de 
cada amostra para a determinação dos valores de IC50. 
3.12 INIBIÇÃO DA GLICAÇÃO: 
Neste ensaio foram diluídos em tampão fosfato (200 mmol. L-1, pH 7,4) 50 mg. mL-
1 de BSA (Albumina Sérica Bovina) e 1,25 mol. L-1 de frutose. Os extratos/partições foram 
diluídos em DMSO. Então foram encubados à 37º C por 72 horas na ausência de luz. Em 
seguida se adicionou em cada tubo 1,6 mL de ácido tricloroacético 20% (m. v-1). Após isso os 
tubos foram centrifugados a 10000 xg por 10 min e o pellet foi ressuspendido em 1,6 mL de 
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tampão fosfato (200 mmol. L-1, pH 7,4). Foi avaliada a redução da fluorescência do BSA ao se 
ligar ao açúcar (frutose) em espectrofluorímetro, com excitação a 350 nm e emissão a 420 nm 
(81). Para o controle foi substituído o extrato/partição por DMSO. Para o branco, se substituiu 
a frutose por tampão fosfato (200 mmol. L-1, pH 7,4) e o extrato/partição por DMSO. Para o 
controle positivo foi utilizado a quercetina. Foi utilizada a Equação 6 para realizar o cálculo da 
porcentagem de inibição de glicação (IG).  IG (%) = 100 − (((IF amostr𝑎−IF branc𝑜)(IF control𝑒−IF branc𝑜) ⋅ 100)               Equação 6 
Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescência na presença de extrato/partição, 
IF branco a intensidade de fluorescência na ausência de frutose e extrato/partição, e IF controle 
a intensidade de fluorescência na ausência de extrato/partição. 
Todas as análises foram realizadas em triplicata com diferentes concentrações de 
cada amostra para a determinação dos valores de IC50. 
4.RESULTADOS: 
4.1 PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA: 
Os números encontrados nas placas de cromatografia de camada delgada (Figura 2) 
correspondem ao extrato de EtOAc, que após passar pela coluna de exclusão, foi coletada em 
diversos frascos com cada um contento 5ml da solução, que foram enumerados, e então 
aplicados as placas de cromatografia de camada delgada de 3 em 3. A partir da observação do 
resultado apresentado na Figura 2, os frascos que então continham o extrato de EtOAc foram 
agrupados em 12 frações de acordo com seus perfis semelhantes.   
4.2 CONTEÚDO TOTAL DE FENÓIS E PROANTOCIANIDINAS: 
A fração F7 mostrou o maior teor fenólico total assim como o maior teor de 
proantocianidinas, seguida pela fração F6 (Tabela 2). Baseado nesse resultado F7 foi escolhida 
para a realização dos demais ensaios.  
4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE: 
A capacidade antioxidante foi determinada a partir do método de ORAC e do 
método DPPH. Para os dois métodos a quercetina foi utilizada como controle positivo. Para o 
método ORAC a quercetina alcançou a maior capacidade antioxidante, seguida por F7 que 
também apresentou um alto valor ORAC sendo superior ao valor apresentado pelo extrato de 
EtOAc (Figura 3A).  Para o método DPPH o resultado foi semelhante, com a quercetina 
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apresentando a maior capacidade antioxidante, com os menores valores de IC50 seguida por F7 
e depois pelo extrato de EtOAc (Figura 2B).  
4.4 INIBIÇÃO DAS HIDROLASES GLICOSIDICAS: 
Para se determinar a capacidade de inibição das hidrolases glicosídicas, foi utilizado 
Acarbose como controle positivo. Para a inibição de α-amilase é possível observar que F7 
apresentou valor de IC50 menor do que o extrato de EtOAc, e muito próximo da Acarbose, 
demonstrando um alto potencial inibitório de α-amilase (Figura 4A). Para α-glicosidase F7 não 
foi tão eficiente como Acarbose, porém ainda apresentou um valor de IC50 menor do que o 
extrato de EtOAc (Figura 4B).  
4.5 INIBIÇÃO DA GLICAÇÃO: 
Para determinar a inibição da glicação, foi utilizado novamente a quercetina como 
controle positivo. No modelo BSA-Frutose F7 apresentou o menor valor de IC50, logo seguida 
pela quercetina, e então pelo extrato de EtOAc, o que demonstra uma capacidade muito alta de 
inibir a glicação na frutose (Figura 5A). Para os modelos BSA-Metilglioxal (Figura 5B) e 
Arginina-metilglioxa (Figura 5C), quercetina apresentou a maior capacidade antiglicante, com 





Figura 2. Soluções aplicadas em placas de cromatografia de camada delgada (CCD) em fase 
estacionária de sílica gel (60G) com o indicador de fluorescência. 
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Tabela 2. Teores totais de fenóis e proantocianidinas das frações de casca de frutos de A. 
crassiflora. Valores expressos como média ± desvio padrão.  
Frações 
Teor fenólico total  
(mg GAE g-1) 
Teor de 
proantocianidinas 
(mg CE g-1) 
F1 205.5 ± 15.1 385.3 ± 19.5 
F2 483.9 ± 52.7 720.4 ± 66.8 
F3 446.9 ± 33.4 650.2 ± 54.2 
F4 468.9 ± 24.2 840.2 ± 95.3 
F5 502.1 ± 16.4 902.7 ± 126.5 
F6 545.1 ± 65.8 1102.2 ± 135.7 
F7 660.6 ± 71.9 1295.7 ± 91.4 
F8 455.8 ± 32.5 878.3 ± 165.8 
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F9 448.8 ± 22.3 778.4 ± 116.0 
F10 384.1 ± 53.6 628.8 ± 49.0 
F11 232.8 ± 32.4 443.0 ± 31.8 
F12 151.3 ± 14.0 278.3 ± 31.8 




Tabela 3. Proantocianidinas identificadas na fração de EtOAc da casca de fruta de A. 






Formula Massa calculada m/z 
Erro 
(ppm) 
m / z de fragmentos Referências 
 
Procianidina do 
tipo B (dímero) 
2.6 - 5.0 C30H25O12- [M-H]- 577.1351 [M-H]- 577.1354 [M-H]- 0.51 
451, 407, 339, 289, 245, 





tipo B (trímero) 
3.0 - 4.8 C45H37O18- [M-H]- 865.1985 [M-H]- 865.1984 [M-H]- -0.11 
695, 577, 425, 363, 289, 




tipo B (tetrâmero) 









863, 739, 577, 575, 545, 
449, 407, 339, 289, 245, 
243, 205, 203, 125 
Procyanidin 
Procianidina do 
tipo B (pentâmero) 









720, 693, 577, 575, 451, 
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Figura 3. Análise da capacidade antioxidante das frações enriquecidas com proantocianidinas 
e EtOAc da casca de frutos de A. crassiflora e da quercetina pelos métodos ORAC (A) e DPPH 
(B). Valores (média ± desvio padrão) são expressos como µmol equivalentes de trolox g-1 (A), 
porcentagem de atividade antioxidante e valores de IC50 (B). Nota: F7: fração enriquecida com 
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proantocianidinas. ** p <0,01 versus EtOAc; ## p <0,01 e ### p <0,001 versus quercetina 
(controle). 
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Figura 4. Análise das atividades inibitórias de α-amilase (A) e α-glucosidase (B) das frações 
enriquecidas em proantocianidinas e EtOAc da casca de frutos de A. crassiflora. Valores 
expressos em percentagem da inibição enzimática e valores de IC50. Valores expressos como 
média ± desvio padrão. Nota: F7: frações enriquecidas com proantocianidinas. ** p <0,01 
versus EtOAc; ## p <0,01 e ### p <0,001 versus acarbose (controle). 
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Figura 5. Análise da atividade inibitória da glicação das frações enriquecidas com 
proantocianidinas e da fração EtOAc da casca de frutos de A. crassiflora e quercetina em BSA-
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frutose (BSA-FRU) (A), BSA-metilglioxal (BSA-MGO) (B) e arginina modelos -metilglioxal 
(ARG-MGO) (C). Valores (média ± desvio padrão) são expressos como uma porcentagem da 
inibição da glicação e valores de IC50. Nota: F7: fração enriquecida com proantocianidinas. ** 
p <0,01 versus EtOAc; ## p <0,01 e ### p <0,001 versus quercetina (controle). 
5. DISCUSSÃO:  
A procura por compostos fenólicos vem ganhando importância devido a sua alta 
capacidade antioxidante, atividade de inibição enzimática e baixa toxicidade quando 
comparado com compostos sintéticos (29,58,73). Nesse estudo foi fracionado o extrato de 
EtOAc da casca do araticum (Annona crassiflora). A casca das frutas são sua maior fonte de 
compostos fenólicos (70). O uso do etanol (C2H5OH) permite o isolamento de substâncias 
polares e semipolares, como flavonóis, alcaloides, flavonas, polifenóis e taninos (19,85). Foram 
encontradas frações enriquecidas com proantocianidinas que apresentavam atividade 
antioxidante e antiglicante como o esperado, sendo a fração de EtOAc que apresentou o melhor 
resultado. Em outro estudo foi observado que as frações de EtOAc apresentavam alto conteúdo 
de compostos fenólicos o que poderia explicar sua maior capacidade antioxidante em relação 
as outras frações (43). A analise HPLC-ESI-MS / MS identificou no extrato de EtOAc 
procianidinas (Tabela 3). As procianidinas são proantocianidinas que contêm exclusivamente 
unidades (epi)catequina e constituem o grupo mais abundante de proantocianidinas no mundo 
vegetal (25). Pode se afirmar, portanto, que a partir da análise HPLC-ESI-MS / MS o isolamento 
das proantocianidinas no extrato purificado de EtOAc foi um sucesso. 
Em outro trabalho realizado também foi observado que o extrato de EtOAc da casca 
do araticum possui o maior teor de compostos fenólicos, como flavonoides e proantocianidinas 
e os menores valores de IC50 utilizando o método DPPH, o que corrobora com os resultados 
encontrados no presente trabalho, além disso também foi observado que o extrato de EtOAc era 
menos citotóxico do que o extrato bruto de etanol (26). Para todos os ensaios foi utilizada a 
fração F7 pois foi essa fração que apresentou o maior teor de proantocianidinas (Tabela 2). 
Foi observado através do método ORAC (Figura 2 A) e do método DPPH (Figura 
2 B) que a fração apresenta um grande potencial antioxidante, alcançando valores próximos a 
quercetina, um flavonoide com atividade antioxidante que é comumente comercializado e foi 
utilizado como controle nas análises. O potencial antioxidante dos polifenóis está associado 
com propriedades redutoras do hidrogênio ou de agentes doadores de elétron, bem como a sua 
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capacidade de formar um radical estável derivado de antioxidantes (71). Foi encontrado em 
outro estudo uma grande capacidade antioxidante e um alto teor de compostos fenólicos na 
casca do araticum (72) o que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho. O 
presente trabalho mostra que através do particionamento do extrato de EtOAc foi possivel 
chegar a uma fração enriquecida com proantocianidinas o que contribui para o aumento na 
capacidade antioxidante. 
A busca de compostos bioativos naturais com baixa toxicidade e que apresentem 
capacidades antioxidantes e atividades inibitórias enzimáticas para o controle e tratamento do 
diabetes mellitus e suas complicações, vem ganhando bastante importancia quando comparados 
com compostos sintéticos (44,67,73). Sabe-se bem que a peroxidação lipídica aumenta sob a 
condição patológica do diabetes mellitus tipo 2, devido à produção de radicais livres induzida 
pela hiperglicemia, que causa a peroxidação lipídica nas lipoproteínas (16). A presença de 
compostos antioxidantes poderia reduzir a peroxidação lipídica, controlando a produção de 
espécies reativas de oxigênio (44). Já foi demonstrado em estudos anteriores que o potencial de 
ácido clorogênico e flavonóides, como procianidinas, quercetina e rutina, que estão presentes 
no extrato EtOAc, na redução da peroxidação lipídica e aumento da capacidade antioxidante 
em animais diabéticos (4,28,33,93). 
Outros estudos já apontaram para o potencial de algumas espécies da mesma família 
do araticum em inibir a atividade da α-amilase e α-glicosidase (2,29) o que está de acordo com 
o resultado encontrado no presente estudo. A inibição dessas hidrolases glicosídicas tem sido 
associado com compostos fenólicos (21,96). As proantocianidinas são conhecidas por seu 
potencial de inibição de α-amilase e α-glicosidase (21,35,40,95). A estrutura dessas 
biomoléculas apresenta muitos grupos fenólicos, que podem contribuir para a inibição 
enzimática, uma vez que a diminuição da atividade enzimática depende do número e da posição 
dos grupos hidroxila dos fenólicos (73). Já foi apontado por outros trabalhos que as plantas 
utilizadas no tratamento do diabetes têm a capacidade de inibir α-amilase, α-glicosidase e alta 
capacidade antioxidante (30,92). Uma interessante estratégia para o controle da hiperglicemia 
pós-prandial, que é um fator de risco para complicações micro e macrovasculares no diabetes 
mellitus, é a inibição das hidrolases glicosídicas. O presente estudo demonstrou que a fração 
enriquecida em proantocianidinas F7 apresenta capacidade de inibir as atividades de α-amilase 
(Figura 3 A) e α-glucosidase (Figura 3 B). A inibição dessas enzimas digestivas está relacionada 
com o controle da hiperglicemia pós-prandial (59). Vários compostos fenólicos têm sido 
relatados como inibidores de glicosídeos hidrolases devido à sua capacidade de se ligarem a 
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proteínas (58), como os ácidos clorogênico e cafeico, catequina, procianidinas, quercetina, 
quercetina-glicosídeo e rutina (54,83), que podem ter contribuído às capacidades inibitórias das 
frações de EtOAc.  
Outra característica das frações com muitos compostos fenólicos é a inibição da 
glicação das proteínas (91,92). A maioria dos compostos fenólicos, especialmente flavonóides 
e proantocianidinas, como o kaempferol-3-rutinosídeo e a procianidina B2 (Tabela 3), são 
capazes de inibir o processo de glicação (50,63,91,92). Foi observado que a fração F7 
enriquecida com proantocianidinas tem capacidade de inibir o processo de glicação (Figura 4). 
A análise da inibição da glicação usando três métodos diferentes mostra os efeitos anti-glicação 
dessas frações enriquecidas com polifenóis, que atuam no meio e em todos os estágios da 
glicação da proteína (90). Foram testadas suas atividades inibitórias em BSA-frutose (Figura 8 
A), BSA-metilglioxal (Figura 8 B) e arginina modelos -metilglioxal (Figura 4 C). A frutose é 
formada através da oxidação do sorbitol em órgãos específicos como lentes oculares e nervos 
periféricos e, quando o nível de glicose é elevado, um acúmulo de frutose pode ocorrer nesses 
órgãos (60). Tanto a frutose como os produtos de oxidação, como o metilglioxal, podem reagir 
com a proteína para formar AGEs (90). A arginina é um dos principais alvos da glicação das 
proteínas por carbonilas reativas, que reagem com o grupo guanidina da arginina para gerar 
AGE (64). É possível observar pelos valores de IC50 que F7 alcançou resultado excepcional na 
inibição da glicação em BSA-frutose (Figura 4 A) mostrando ser ainda mais eficiente que a 
quercetina. Estudos anteriores mostraram que os flavonóides e as proantocianidinas, como a 
quercetina, a rutina, a catequina, a procianidina B2, bem como os ácidos fenólicos, como os 
ácidos clorogênico e cafeico, são capazes de inibir o processo de glicação (58,63,75,90,92). 
Estes compostos suprimem a formação de AGEs, capturando precursores como os 1,2-
dicarbonilos ou interagindo com a glicose, impedindo a sua ligação às proteínas (58,61). Assim, 
a inibição da glicação proteica mediada pela frutose e seus produtos oxidantes é importante para 
a prevenção das complicações do diabetes. 
6. CONCLUSÃO:       
Em resumo, a fração proveniente do extrato de EtOAc, enriquecidas com 
proantocianidinas, do extrato etanólico da casca do araticum, apresentou uma grande 
capacidade antioxidante, grande potencial de inibição contra as enzimas α-amilase e α-
glicosidase e capacidade de inibição da glicação proteica. Através da análise por HPLC-ESI-
MS / MS foi possível identificar 4 tipos de proantocianidinas que são as moléculas bioativas 
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responsáveis pelas atividades biológicas encontradas no presente trabalho. Esse estudo mostra 
que na casca do fruto de A. crassiflora se encontram moléculas bioativas capazes de trazer 
grandes benefícios a saúde humana, sendo capazes até mesmo de ajudar a controlar e tratar de 
diabetes, que é uma doença que vem afetando milhões de pessoas, onde seu principal tratamento 
se da por meio de compostos sintéticos com grande toxicidade que trazem efeitos colaterais 
indesejáveis. Assim, os resultados apresentados neste estudo com casca de araticum podem 
agregar valor sugerindo vantagens do uso de um subproduto de frutos de A. crassiflora para 
identificar e isolar fitoquímicos específicos para aplicação em suplementos nutracêuticos, 
aditivos alimentares, novos alimentos e produtos farmacêuticos. Também espera-se que esse 
estudo mostre a importância da espécie A. crassiflora para o ser humano e que chame a atenção 
para a sua conservação. 
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